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, H e r c u l e s , C A , U S A ) a t afi e l d s t r e n g t h o f 2 . 5 k v / cm , r e s t o r o r s o f 6 0 0 Ω a n d a c a p a c i t a n c e o f 2 5μ F . S e l e c t i o n o f t r a n s f o rm e d b a c t e r i a w a s c a r r i e d o u t o n L B p l a t e s c o n t a i n i n g 5 0μ g /m l k a n am y c i n a n d 4 0μ g /m l g e n t am y c i n . C am e l i n a p l a n t s w e r e g r ow n i n 6 "p o t s ( 5 p l a n t s / p e r p o t ) fi l l e d w i t h 1 : 1 m i x o f M SU s o i l ( e q u a l p a r t s b y v o l um e o f l o am s o i l : w a s h e d c o n c r e t e s a n d : C a n a d i a n s p h a g n um p e a t m o s s w i t h A q u a G r o , 2 0 0 0 G w e t t i n g a g e n t b l e n d e d i n a t 1 l b / c u b i c y a r d o f s o i l , a e r a t e d s t e am p a s t e u r i z e d a t 7 0 °C f o r 1 h ) a n d S u n s h i n e M i x # 1 ( B e l l e v u e , W A , U S A ) . G r e e n h o u s e c o n d i t i o n s w e r e 2 2 / 1 8 ± 1 °C f o r d a y / n i g h t t emp e r a t u r e s , a r e l a t i v e h um i d i t y o f 3 0% , a n d a 1 6 h p h o t o p e r i o d o f n a tu r a l l i g h t i n g s u p p l em e n t e d w h e n n e c e s s a r y b y s e a s o n . A w e l l -e s t a bl i s h e d c am e l i n a t r a n s f o rm a t i o n p r o t o c o l d e v e l o p e d a t o u r l a b o r a t o r y w a s f o l l ow e d t o g e n e r a t e t r a n s g e n i c p l a n t s (L u a n d K a n g , 2 0 0 8 ) . T r a n s g e n i c D s R e d -e x p r e s s i n g s e e d s w e r e s c r e e n e d b y i l l um i n a t i n g m at u r e s e e d s w i t h g r e e n L E D l i g h t s a n d v i ew i n g t h r o u g h a r e dfi l t e r . T r a n s g e n i c p l a n t s w e r e c o n fi rm e d b y P C R u s i n g t h e U 6 -s p e c i fi c p r im e r s ( S u p p l . T a b l e 1 ) a n d g e n om i c DN A e x t r a c t e d f r om l e a v e s o f 1 5 -d a y o l d p l a n t s b y t h e C T A B m e t h o d ( L u k ow i t z e t a l . , 2 0 0 0 ) .
. 4 . S e e d a n d f a t t y a c i d a n a l y s e s
F o r f a t t y a c i d a n a l y s i s , c am e l i n a s e e d s w e r e c r u s h e d a n d l i p i d s w e r e t r a n sm e t h y l a t e d a c c o r d i n g t o p r o c e d u r e s d e s c r i b e d p r e v i o u s l y ( L u k ow i t z e t a l . , 2 0 0 0 ) . T h e r e s u l t i n g f a t t y a c i d m e t h y l e s t e r s ( F AM E s ) w e r e a n a l y z e d i n a g a s c h r om a t o g r a p h ( G C ) ( S h im a d z u S c i e n t ifi c I ns t r um e n t s , C o l um b i a , M D )fi t t e d w i t h a 1 5 m × 0 . 2 5 mm c o l um n ( D B -2 3 ; A g i l e n t , L e x i n g t o n , M A ) a n d afl am e i o n i z a t i o n d e t e c t o r ( F I D ) . T h e G C w a s p r o g r amm e d f o r a n i n i t i a l t em p e r a t u r e o f 1 8 0 °C f o r 1 m i n f o l l ow e d b y a n i n c r e a s e o f 1 0 °C /m i n t o 2 3 0 °C a n d m a i n t a i n e d f o r a f u r t h e r 1 m i n .
S e e d w e i g h t w a s d e t e rm i n e d b y w e i g h i n g 1 0 0 s e e d s . S e e d o i l c o nt e n t w a s d e t e rm i n e d b y a b e n c h -t o p n u c l e a r m a g n e t i c r e s o n a n c e (NM R ) s e e d a n a l y z e r (MQ C 2 3 , O x f o r d I n s t r um e n t s , C o n c o r d , M A , U S A ) a n d b y G C a n a l y s i s u s i n g h e p t a d e c a n o i c a c i d ( 1 7 : 0 ) a s i n t e r n a l s t a n D a t a s h ow a v e r a g e s o f s e e d s h a r v e s t e d f r om 6 p l a n t s . d e r i v a t i z a t i o n . A l l s e e d s u s e d f o r c om p a r i s o n o f o i l c o n t e n t a n d s e e d t r a i t s w e r e h a r v e s t e d f r om p l a n t s g r ow n a t t h e s am e t im e i n t h e g r e e n h o u s e .
3 . R e s u l t s a n d d i s c u s s i o n 3 . 1 . A l ow -V L C F A c am e l i n a l i n e c o n t a i n s a m u t a t i o n a t t h e F A E 1 l o c u s I n o u r p r e v i o u s e x p e r im e n t s t o i s o l a t e h i g h -o l e i c c am e l i n a m u t a n t s , w e s c r e e n e d a n M 2 p o p u l a t i o n d e r i v e d f r om e t h y l m e t h a n e s u l f o n a t e ( EM S ) -t r e a t e d s e e d s ( c u l t i v a r S u n e s o n ) a n d o b t a i n e d s e v e r a l l i n e s t h a t h a v e a l t e r e d s e e d f a t t y a c i d p r o fi l e s ( K a n g e t a l . , 2 0 1 1 ) . O n e m u t a n t l i n e , w h i c h w e d e s i g n a t e d a s L E 1 9 1 4 , s h ow e d a m o d e r a t e i n c r e a s e i n o l e i c a c i d ( 1 8 : 1 ) . M o r e s i g n i fi c a n t l y , t h e m u t a n t s e e d c o n t a i n e d r e d u c e d l e v e l s o f v e r y l o n g -c h a i n f a t t y a c i d s c om p r i s i n g p r im a r i l y o f e i c o s e n o i c a c i d ( 2 0 : 1 ) a n d e r u c i c a c i d ( 2 2 : 1 ) . C om p a r e d t o S u n e s o n , w h i c h c o nt a i n e d 1 7 . 2% o f t h e s e f a t t y a c i d s , t h e l e v e l d e c r e a s e d t o o n l y 6 . 5% i n L E 1 9 1 4 ( T a b l e 1 ) . T h e a c c um u l a t i o n o f e i c o s a n o i c a c i d ( 2 0 : 0 ) a n d o t h e r m i n o r V L C F A s , w a s a l s o s i g n ifi c a n t l y r e d u c e d i n t h e m u t a n t .
I n o i l s e e d s , V L C F A s y n t h e s i s i s c a t a l y z e d b y t h e F a t t y A c i d E l o n g a s e 1 ( F A E 1 ) a c t i n g o n 1 8 : 1 -C o A ( C o e n z ym e A ) ( M i l l a r a n d K u n s t , 1 9 9 7 ) .C am e l i n a s a t i v a i s a c l o s e r e l a t i v e t oA r a b i d o p s i s t h a l i a n a ( B e i l s t e i n e t a l . , 2 0 0 6 ; A l -S h e h b a z e t a l . , 2 0 0 6 ) . L i k e C am e l i n a , A r a b id o p s i s s e e d c o n t a i n s h i g h am o u n t s o f V L C F A s , p r e d om i n a n t l y 2 0 : 1 ( a b o u t 2 1% w /w o f t o t a l f a t t y a c i d s ) . T h e A r a b i d o p s i s m u t a n tf a e 1 c o n t a i n s n e g l i g i b l e am o u n t (< 1% ) o f 2 0 : 1 i n s e e d o i l s ( K u n s t e t a l . , 1 9 9 2 ) . I t h a s b e e n s h ow n p r e v i o u s l y t h a t c am e l i n a c o n t a i n s t h r e e F A E 1 g e n e s a n d t h e y s h a r e v e r y h i g h s e q u e n c e s im i l a r i t y b e tw e e n t h e s e tw o s p e c i e s ( H u t c h e o n e t a l . , 2 0 1 0) . W e s e q u e n c e d t h e h om o l o g yC s F A E 1 g e n e s ,F A E 1 -A( C s a 1 1 g 0 0 7 4 0 0 ) ,F A E 1 -B( C s a 1 0 g 0 0 7 6 1 0 ) a n dF A E 1 -C ( C s a 1 2 g 0 0 9 0 6 0 ) , i n c am e l i n a w i l d t y p e ( S u n e s o n ) a n d t h e L E 1 9 1 4 m u t a n t . T h e F A E 1 -Bl o c u s i n t h e L E 1 9 1 4 h a d a n u c l e o t i d e c h a n g e a t . T h i s r e s u l t s u g g e s t e d t h a t a s i n g l eF A E 1g e n e m u t a t i o n c a u s e d o v e r 6 0% r e d u c t i o n i n t h e 2 0 : 1 + 2 2 : 1 c o n t e n t c om p a r e d t o t h e w i l d t y p e . T h e r e w a s n o m u t a t i o n d e t e c t e d a t t h e o t h e r tw o F A E 1 g e n e s , w h i c h a r e p r e s um a b l y r es p o n s i b l e f o r t h e r em a i n i n g V L C F A s i n t h e m u t a n t s e e d .
3 . 2 . C a s 9 t r a n s g e n i c p l a n t s t a r g e t i n g F A E 1 g e n e s c a u s e d d e c r e a s e d a c c um u l a t i o n o f V L C F A s C h a r a c t e r i z a t i o n o f t h e L E 1 9 1 4 m u t a n t s u g g e s t s t h a t t h r e e F A E 1 g e n e s m a y f u n c t i o n i n a n a d d i t i v e f a s h i o n i n c am e l i n a s e e d s . T o b e t t e r u n d e r s t a n d F A E 1 e n z ym e s i n t h e p o l y p l o i d y c am e l i n a s e e d s , w e a tt em p t e d t o c r e a t eF A E 1m u t a n t s b y t h e C R I S P R / C a s 9 t e c h n o l o g y t a rg e t i n g a l l t h r e e a l l e l e s o f t h eC s F A E 1g e n e s .
S e q u e n c e s o f t h e 1 5 1 8 b p -l o n gF A E 1g e n e s ( C s F A E 1 -A , -B , -C ) a r e h i g h l y s im i l a r t o o n e o t h e r (m o r e t h a n 9 6% i d e n t i c a l ) a n d t o t h e i r o rt h o l o g s f r om A r a b i d o p s i s ( H u t c h e o n e t a l . , 2 0 1 0) . T o e n s u r e t h a t g e n e m u t a t i o n s w o u l d c a u s e t h e l o s s o f e n z ym e a c t i v i t i e s , w e d e s i g n e d t h e s i n g l e g u i d e RN A ( s g RN A ) s e q u e n c e n e a r t h e 5 ′ -e n d o f t h e F A E 1 c o d i n g r e g i o n ( F i g . 1 A ) . T h e s g RN A s e q u e n c e w a s s e l e c t e d b a s e d o n t h e c am e l i n a g e n om e s e q u e n c e t o a v o i d p o t e n t i a l off -t a r g e t s i t e s . N e a r b y s i n g l en u c l e o t i d e p o l ym o r p h i sm s( SN P s ) b e tw e e n t h e t h r e e g e n e s w e r e p r e s e n t . T h e s e SN P s a l o n g w i t h s e q u e n c e v a r i a t i o n s w i t h i n t h e p r om o t e r r e g i o n s ( S u p p l . F i g . S 1 ) w o u l d h e l p d e t e rm i n e w h e t h e r a l l g e n e s w e r e effic i e n t l y t a r g e t e d a n d m u t a t e d b y t h e C a s 9 / g RN A c om p l e x .
T h e s g RN A s e q u e n c e w a s s y n t h e s i z e d a s tw o c om p l em e n t a r y o l ig o n u c l e o t i d e s a n d i n s e r t e d i n t o pH E E 4 0 1 E t r a n s f o rm a t i o n v e c t o r . T h e s g RN A -C a s 9 c a s s e t t e w a s s u b -c l o n e d i n t o t h e p B i n G l y R e d 2 v e c t o r t o u s e t h e D s R e d a s t h e s e l e c t i o n m a r k e r . T h i s c o n s t r u c t w a s t r a n s f o rm e d i n t o c am e l i n a p l a n t ( S u n e s o n ) u s i n g t h e A g r o b a c t e r i um -m e d i a t e d v a c u um i n fi l t r a t i o n m e t h o d . W e o b t a i n e d 1 4 t r a n s g e n i c s e e d s s h ow i n g s t r o n g D s R e d e x p r e s s i o n , w h i c h w e r e s u c c e s s f u l l y g e rm i n a t e d i n s o i l f o r f u rt h e r a n a l y s i s . 
8 f r om t h e s t a r t c o d o n A T G i n t h e F A E 1 -Bg e n e . S i n g l e -l e t t e r am i n o a c i d s a r e e n c o d e d b y F A E 1 -B . T h e s g RN A s e q u e n c e t a r g e t i n g a l l t h r e eF A E 1g e n e s ( o n t h e r ev e r s e s t r a n d s ) i s s h ow n a t t h e b o t t om . A s t e r i s k s i n d i c a t e i d e n t i c a l n u c l e o t i d e s . P AM : p r o t o s p a c e r a d j a c e n t m o t i f . ( B ) T -DN A r e g i o n ( b e tw e e n t h e l e f t / r i g h t b o r d e r s ) o f t h e C R I S P R / c a s 9 c o n s t r u c t . T h eF A E 1s g RN A g e n e i s b r a c k e t e d b y t h eA r a b i d o p s i s t h a l i a n a U 6 -2 6 sm a l l n u c l e a r RN A p r om o t e r (U 6 -2 6 p r o ) a n d t e rm i n a t o r (U 6 -2 6 t e rm ) . z C a s 9 (Z e a m a y s c o d o n o p t im i z e d ) i s d r i v e n b y a n e g g c e l l -s p e c i fi c 1 . 2 e n h a n c e r ( E C 1 . 2 e n ) a n d a n e g g c e l l -s p e c i fi c 1 . 1 p r om o t e r ( E C 1 . 1 p r o ) , a n d t h e t r a n s l
S e e d s w e r e h a r v e s t e d f r om a l l 1 4 i n d e p e n d e n t T 1 l i n e s t h a t s h ow e d D s R e d s e g r e g a t i o n i n d i c a t i n g s i n g l e -t r a n s g e n e i n s e r t s (S u p p l . T a b l e 2 ) .
T o e v a l u a t e t h e C a s 9 -i n d u c e d m u t a t i o n s o nF A E 1g e n e s ,fi v e i n d i v i d u a l T 2 s e e d s s h ow i n g D s R e d e x p r e s s i o n f r om e a c h t r a n s g e n i c l i n e w e r e a n a l y z e d f o r t h e i r f a t t y a c i d c om p o s i t i o n b y g a s c h r om a t o g r a p h y ( L u e t a l . , 2 0 0 6 ) , a n d c om p a r e d w i t h n o n -t r a n s g e n i c s e e d s o f S u n e s o n t h a t h a d b e e n g r ow n t o g e t h e r w i t h t h e t r a n s g e n i c p l a n t s i n t h e g r e e n h o u s e . W e f o c u s e d o n t h e c o n t e n t o f 2 0 : 1 s i n c e i t ' s t h e m o s t a b u n d a n t V L C F A s y n t h e s i z e d b y t h e F A E 1 e n z ym e i n c am e l i n a . T h e w i l d t y p e s e e d s a cc um u l a t e d a b o u t 1 4% 2 0 : 1 o f t o t a l f a t t y a c i d s ( S e e d s n o . 1 -5 ,F i g . 2 ) . O f t h e 7 0 r e d s e e d s a n a l y z e d , 1 9 a p p e a r e d t o b e w i l d t y p e t h a t h a d 1 2 -1 4% o f 2 0 : 1 . T h e o t h e r 5 1 l ow -2 0 : 1 p u t a t i v e m u t a n t s e e d s w e r e f r om e v e r y t r a n s g e n i c l i n e , s h ow i n g a w i d e r a n g e o f v a r i a t i o n ( r a n g i n g f r om 0 . 6 t o 1 1 . 4% w /w ) ( F i g . 2 A ) . T h i s r e s u l t s u g g e s t e d t h a t F A E 1 g e n e s h a v e p o s s i b l y b e e n m u t a t e d b y C R I S P R / C a s 9 i n t r a n s g e n i c p l a n t s , a n d t h a tF A E 1g e n e s a r e r e s p o n s i b l e f o r m o s t o f 2 0 : 1 a c c um u l a t i o n i n c am e l i n a s e e d . T h e t r a n s g e n i c s e e d s f e l l i n t o t h r e e m a j o r g r o u p s a cc o r d i n g t o t h e l e v e l o f 2 0 : 1 ( a r o u n d 5 -1 1% , 2 -5% , a n d < 2% ) . T h e s e m i g h t r efl e c t t h e n um b e r ( 1 , 2 a n d 3 ) o fF A E 1g e n e s t h a t w e r e d i s r u p t e d i n t h e i r g e n om e s .
G e rm l i n e m u t a t i o n w a s e x p e c t e d s i n c e t h eC a s 9g e n e w a s d r i v e n b y a n e g g c e l l -s p e c i fi c p r om o t e r . W e s p e c u l a t e d t h a tF A E 1m u t a t i o n s m i g h t h a v e o c c u r r e d i n b r ow n ( C a s 9 -n e g a t i v e ) s e e d s , a s w e l l a s i n r e d s e e d s .
W e t h e n a n a l y z e d fi v e s i n g l e b r ow n s e e d s f r om e a c h o f t h e a b o v e 1 4 t r a n s g e n i c l i n e s . A s s h ow n i nF i g . 2 B , l ow 2 0 : 1 s e e d s w e r e d e t e c t e d f r om 7 l i n e s , t h o u g h a t a l ow e r f r e q u e n c y ( 2 0 / 7 0 ) . S p e c i fi c a l l y , a l l s e e d s f r om l i n e # 3 h a d l e s s t h a n 1% o f 2 0 : 1 ,
i n d i c a t i n g t h a t t h i s l i n e h a d a l r e a d y r e a c h e d h om o z y g o s i t y o f t h ef a e 1 k n o c k o u t m u t a t i o n . O u r r e s u l t s t h u s d em o n s t r a t e d t h a t h om o z y g o u s c am e l i n a m u t a n t s c o u l d b e o b t a i n e d i n a s i n g l e g e n e r a t i o n , a s p r e v i o u s l y r e p o r t e d f o r A r a b i d o p s i s u s i n g t h e s am e e g g c e l l -s p e c i fi c p r om o t e r -d r i v e n C R I S P R / C a s 9 s y s t em
( W a n g e t a l . , 2 0 1 5) .
. . M u t a t i o n s a t t h e F
A E 1 a l l e l e s i n t h e C a s 9 t r a n s g e n i c c am e l i n a p l a n t s T o a s s e s s t h e e ffic a c y o f C a s 9 -i n d u c e d m u t a g e n e s i s a t t h eF A E 1g e n e s e q u e n c e s , g e n om i c s e q u e n c e s n e a r t h e s g RN A s i t e s w e r e e x am i n e d i n t r a n s g e n i c p l a n t s . DN A f r a gm e n t s fl a n k i n g t h e t h r e eF A E 1g e n e s p r e s e n t
i n t h e A , B a n d C s u b g e n om e s o f t h e a l l o h e x a p l o i d c am e l i n a w e r e am p l i fi e d b y t h r e e p a i r s o f g e n e -s p e c i fi c p r im e r s ( S u p p l .F i g . S 1 ) . P C R p r o d u c t s f r om t r a n s g e n i c p l a n t s f o r a l l t h r e e g e n e s w e r e i n d i s t i n g u i s ha b l e i n s i z e f r om t h o s e am p l i fi e d f r om S u n e s o n , s u g g e s t i n g n o l a r g e i n s e r t i o n / d e l e t i o no c c u r r e d a tF
A E 1a l l e l e sb yt h e C a s 9 / s g RN A e xp r e s s i o n . S e q u e n c i n g o f t h e t h r e e P C R f r a gm e n t s am p l i fi e d f r om t h e w i l d t y p e p l a n t s r e s u l t e d i n s e q u e n c e s i d e n t i c a l t o t h e p r e v i o u s l y p u bl i s h e d ( K a g a l e e t a l . , 2 0 1 4 ; H u t c h e o n e t a l . , 2 0 1 0 ) , i n d i c a t i n g t h a t t h e p r im e r s w e r e a b l e t o s p e c i fi c a l l y am p l i f y t h e t h r e e p a i r s o f t h eF A E 1 a l l e l e s i n t h e c am e l i n a s u b g e n om e s .
F o r e a c hF A E 1g e n e , 7 o f t h e 1 4 T 1 p l a n t s d i d n o t c o n t a i n a n y n uc l e o t i d e c h a n g e s a t t h e t a r g e t s i t e s . I n t h e r em a i n i n g 7 t r a n s g e n i c T 1 p l a n t s , n u c l e o t
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